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5 TITRE 

"Precede de regulation de la desinf action de li guides" 

10 La presente invention est, de maniere generale, 

relative a des moyens pour la regulation de la 

disinfection de li guides. Elle concerne plus 
parti culi erement des .moyens de regulation mettant en 
oeuvre la mesure d' activites enzymati ques . 

15 

La garantie de qualite et d'innocuite de liguides 
destines a etre en contact avec un homme ou un animal, 
tels gu' une eau destines a la consommation, un liquids 
alimentaire, une eau de baignade, une eau destines a des 
20 preparations pharmaceuti ques ou biotechnologi ques , depend 
di rectement de la fiabilite et de la s-ensibilite des 
techniques employees pour mesurer le nombre de 
microorganismes survivants dans ledit liquids. 

Les methodes actuellement employees pour la 

25 regulation de la desinfectio n d' un liquids utilisent les 
techniques de culture sur gelose et/ou les techniques de 
microscopi es. 

Les techniques de culture sur gelose consistent a 
compter le nombre de colonies bacteriennes se developpant 
sur differents milieux nutritifs geloses normalises (e.g. 
norms franqaise I'LF T 90-414, Essais des Eaux, Recherche 
et denombrement des coli formes et des coli formes 
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the rmotole rants ) . Ces techniques presentent plusieurs 
i nconveni ents . 

On peut en premier lieu citer le fait qu' elles ne 
donnent leurs resultats qu' au bout de 2 4 heures en 

5 moyenne, ce qui differe d' autant 1' eventuel ajustement du 

procede de desinf ection. 

Les techniques de culture sur gelose cont raignent, 
de plus, a la realisation de batteries de cultures 
microbiologiques pour 1' analyse de cheque echantillon de 
10 liquide. En effet, touces les families mi c robi ennes , et 

bacteriennes en particulier, ne se developpent pas sur le 
meme mxlxeu nutritif ; ainsi, on peut ne de teeter aucun 
coli forme apres culture sur le milieu nutritif normalise 
pour la detection des coli formes, mais trouver bon nombre 
15 d’ autres bacteries apres culture sur d' autres milieux 

nutritifs. Le choix des milieux nutritifs geloses 
determine done la qualite de 1' analyse. Ce choix es t 
d' autant plus delicat qu'il a parfois ete observe un 
nombre plus important de colonies apres culture sur un 
20 milieu autre que le milieu nutritif normalise pour la 

detection de ces memes colonies. II a par example ete 

demontre que les denombrements de la flora bacterienne 

aerobie revivifiable etaient plus importants sur milieu 
gelose B2A que sur le milieu nutritif normalise 
25 correspondent (voir par example "A new rapid medium for 
enumeration and subculture of bacteria from potable 
water" de Reasoner D. J. et Godreich E. F. , App. Envi ronm. 
Microbiol. (1985) 49-p.l-7). Pour etabli r un diagnostic 

negatif fiable, les techniques de culture sur gelose 
30 appellant done a une multiplication des analyses. Les 

techniques de culture sur gelose ne permettent de plus 

pas aisement d' automatiser la regulation du procede de 
desinfection. 
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Les bacteries sont de plus capables , et en 

particulier a la suite d' un stress envi xonnemental tel 
que 1' application d' un precede de disinfection, d' adopter 
une forme de resistance sous laquelle elles ne se 
5 multiplient plus tout en assurant un metabolisme minimal 
/ des res taurati on de conditions envi ronnementales plus 
favorables, ces bacteries pourraient reprendre leur 
multiplication. De telles bacteries sont dites "non 
cultivables mais viables" : elles ne sont pas detectables 

10 par les techniques de culture sur gelose classiques et 
peuvent representer un risque biologique pour le 

cons ommateur. 

Une methode actuellement disponible pour controler 
de maniere quasi -certaine I'efficacite de la disinfection 
15 d’ un liquide utilise des techniques de microscopies 
associies a des colorations specifiques. Cette methode 
permet une discrimination entre bacteries cultivables, 
bactiries non cultivables mais viables et bacteries 
mortes. Elle nicessite cependant la mise en oeuvre de 
20 plusieurs tests de colorations pour chaque ichantillon et 
est techni quement di ffi ci lament automatis able. 

La prisente invention vise a pallier les 

inconveni ents des techniques de 1' art anterieur et 

25 propose un procede de rigulation de la disinfection d' un 
liquide, caracterisi en ce qu'il comprend : 

A. a une itape de ladite disinfection ci-apres 
disignie itape 2, la mesure de 1' activiti d' au moins une 
enzyme par mise en contact des microorganismes 
30 iventuellement prisents dans ledit liquide avec un 
substrat choisi comme itant capable de riveler 1' activiti 
de cette ou ces enzyme (s), notamment par transformation 
dudit substrat en compos is coloris, fluo res cents ou 
luminescents ou par disparition dudit substrat, cette 
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activite enzyiuatique etant ci-apres nominee activite 
propre; 

B a une etape ci-apres designee etape 1, anterieure 
a ladite etape 2, la mesure de 1' activite de la ou des 
meme(s) enzyme (s ) qu' en A, cette activite etant ci-apres 
designee activite initiale, 

C. la traduction/ pour chaque enzyme, desdites 

activite propre et activite initiale, en taux de 

mi croorganismes survivants dans le ledit liquide a 

1' etape 2 de ladite disinfection, et cela par 
1 intermediai re d' un systeme de reference, pre-etabli a 
1 aide d' un echantillon dudi t liquide preleve a ladite 
etape 1 puis expose a des doses de disinfectant (s ) 
croiss antes, ainsi que 

D. 1' ajus tement, en fonction dudit taux de 

mi croorganismes survivants, de la nature et/ou des doses 

du (des) agent (s ) "chimique (s ) ou physique (s) utilisi(s) 

pour ladite disinfection. 

Par mi croorganismes survivants, nous entendons dans 
la prisente demande mi croorganismes cultivables et/ou 
mi croorganismes non cultivables mais viables. 

Par taux de mi croorganismes survivants, nous 
entendons dans la prisente demande le rapport entre 
concentration en mi croorganismes survivants dans ledit 
liquide a ladite itape 2 de disinfection et la 
concentration en mi croorganismes survivants dans le mime 
liquide a ladite itape 1. Ce taux de mi croorganismes 
survivants est prifirentiellement exprimi en valeurs 
d abat tement sous la forme de puissances nigatives de 10, 
ou en log d' abat tement qui correspond a - logic 
(abattement ) . 

Ladite itape 1 peut, par exemple, correspondre a une 
itape "avant disinfection" dudit liquide et ladite itape 
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2 a une etape quelconque du precede de desinfectiori/ 
(etapes "apres desinfection" dudit liquide y compris ) . 

Le precede selen 1' invention s'adresse a des 

liquides dans lesquels les mi croorganismes eventuellement 
5 presents sent sounds a des conditions tout-a-fait 

parti culi e res , a s avoir des conditions de desinfection, 
induisant un stress notable des cellules. 

. Le precede de la regulation de la desinfection d' un 
10 liquide selon 1' invention s'adresse parti culi e rement aux 
liquides destines a etre mis en contact avec un homme ou 

un animal, que cela soit par simple contact, absorption, 

ingestion, instillation ou injection. II s' applique 
parti culi e rement a des liquides destines a etre en 

15 contact avec un homme ou un animal tel qu' une eau de 
baignade, une eau destinee a la cons ommati on, une eau 
des ti nee a des preparations pharmaceuti ques ou 
biotechnologi ques , ou un liquide aliment ai re. 

20 Ladi te raise en contact des mi croorganismes 

eventuellement presents dans ledit liquide avec ledit 
substrat peut etre realisee par raise en contact di recte 
dudit liquide ou d' un echantillon dudit liquide avec 
ledit substrat, ou bien par mise en contact d' un 
25 concentre desdits mi croorganismes eventuellement presents 
tel que filtrat, ou culot de centrifugation, dudit 
liquide ou echantillon de liquide, avec ledit substrat. 

Prealablement a la mesure de 1' activite de certaines 
30 enzymes telles que la glucos e- 6-phosphate deshydrogenas e 
ou la glutathion reductase, le precede selon 1' invention 
comprend, de maniere avantageuse, 1' etape de f ai re subir 
audit liquide, echantillon de liquide, ou concentre, un 
traitement de lyse, notamment par sonication. 




wo 99/16896 



6 



PCT/FR98/02045 



BNSDOCID: <WO. 



Prealablement a la mesuxe de I'activite d'autres 
enzymes telles que catalase ou superoxyde dismutase, 
1 euape de lyse prealable peut etre evitee : I'activite 

de ces enzymes peut etre mesuree a 1' aide d' un substrat 
5 diffusant a I'interieur des microorganismes , tel que la 
lucigenine et le peroxyde d' hydrogene. 



10 



15 



20 



25 



30 
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Selon un aspect avantageux de 1' invention, la ou les 
enzyme (s) dont la (ou les) activite(s) es t (sont) 
mesuree (s) presente (ent) , dans ledit liquids, 
echantillon de liquide, ou concentre, un rapport entre 
activite propre et activite initials en relation affine, 
et avec une pente significative differente de zero, 
preferentiellement inferieure a -0,2, avec le taux de 
microorganismes survivants sur au moins une zone de 
valeurs desdits taux de microorganismes survivants. C' es t 
par example le cas de la glucos e-6-phosphate 
des hyd rogenas e pour des log d' abattement compris entre 0 
et 3 environ, de la glutathion reductase pour des log 
d' abattement compris entre 4 et 7 environ, de la 
superoxyde dismutase pour des log d' abattement compris 
entre 3 et 6 environ. 

D'autres enzymes d' interet peuvent notamment fai re 
P^^tie de la f ami lie des deshydrogenas es ou de la f ami lie 
des enzymes impliquees dans la repons e au stress oxydant. 

Pour determiner si une (ou des) enzyme (s ) est (sont) 
appropriee (s) a la raise en oeuvre de la methode de 
regulation selon 1' invention sur un liquide donne, il 
pourra etre precede comme suit : 

prelevement d' au moins un echantillon dudit 
liquide et mesure de la concentration en microorganismes 
survivants (microorganismes cultivables et/ou 

microorganismes non cultivables mais viables), notamment 
par culture surgelose et/ou par colorations et 
observations au microscope. 
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- dosage de I'activite de chaque enzyme candidate, 
sur cet ou ces echanti lion (s ) de liquids, 

exposition dudi t (desdits) echanti lion (s ) de 

liquids a differentes doses de disinfectant (s ) dans des 
5 conditions par ailleurs equivalentes (e.g. conditions de 
duree d' exposi ti on, de temperature), 

- ' mesure de I'activite de chaque enzyme candidate 

apres exposition aux differentes doses de 

disinfectant (s ) , 

10 - realisation, pour chaque enzyme candidate, d' une 

courbe prisentant les pourcentages d'activite (activite 
enzymatique mesuree, apres exposition aux differentes 
doses de disinfectant (s ) rapportie a I'activiti 

enzymatique cor respondante avant exposition) en fonction 

15 des log d' abattement mesuris (tels que ci-avant difinis), 

- determination, pour chaque enzyme candidate, de la 
zone de log d' abattement pour laquelle la pente de ladite 
courbe est significativement diffirente de ziro, 
prifirentiellement infirieure a -0,2, cette zone 

20 constituent la gamme de riponse de 1' enzyme candidate 

cons i dir ee sur ledit liquids, 

- une enzyme candidate est appropriee a la mis e en 

oeuvre de la methods s elon 1' invention sur ledit liquids 
si sa gamme de riponse comprend les valeurs de log 

25 d' abattement correspondent aux objectifs de disinfection 
vis is pour le liquids considiri. 



Selon un aspect parti culi irement avantageux de 
1' invention, la ou au moins une des enzyme (s ) dont la (ou 
30 les) activiti(s) est (sont) mesurie(s) est une glucose- 6- 
phosphate deshydroginase, une malate dishydroginas e, une 
glyciraldihyde-3-phosphate dishydroginase, une catalase, 
une superoxyde dismutase ou une glutathion reductase. 
Ladite (ou . au moins une desdites) activiti(s) 
enzymati que (s ) est (sont) alors mesurie(s) par 



35 
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transformation d' un substrat et le cas echeant, en 
presence d' un co-fa.cteur, tel que respect! vement glucose- 
6-phosphate et co-facteur NTUDP, L-malate et co-facteur 
NAD, glyceraldehyde-3-phosphate et co-facteur NAD, 
lucigenine, peroxyde d' hydrogene, glutathion oxyde et co- 
facteur NADPH, 

Selon un mode avantageux de realisation de 
1' invention, lesdites mesures d'activite propre et 
d' activite initiale sont faites a 1' aide d' un appareil de 
detection d'intensite lumineuse tel que 

spect rophotomet re, spectrof luoromet re, ou lumi nomet re, 
presentant eventuellement plusieurs canaux d' analyse. 

Selon un autre mode avantageux de realisation, de 
1' invention, ladite traduction en taux de mi croo rganismes 
survivants a 1' aide dudit systeme de reference pre-etabli 
comprend, pour chaque enzyme, le calcul du rapport entre 
activite propre et activite initiale, eventuellement 
exprime en pourcentage. 

Selon encore un autre mode avantageux de realisation 
de 1' invention, ledit systeme de reference se presente 
sous une forme graphique telle qu' une ou plusieurs 
courbe(s) mettant, pour chaque enzyme, ledit rapport 
entre activite propre et activite initiale en relation 
avec des valeurs de taux de mi croo rganismes survivants 
tels que des log d' abattement. Ledit rapport entre 
activite propre et activite initiale es t egalement 

designee par "activite relative" dans la presente 
demands. 

Selon un aspect de cet autre mode avantageux de 
realisation de 1' invention, lesdites mesures 
spect rometriques peuvent notamment etre realisees, pour 
chaque activite enzymatique mesuree, a temperature 
constants, notamment a 25 " C, et a longueur d’ onde 
constants, notamment a uns longueur d' onde comprise entre 
240 et 550 nm, par exemple a 340 nm. Lesdites mesures 
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peuvent etre enregistrees de maniere continue ou discrete 
sur un intervene de temps de 30 min environ. Dans le cas 
ou 1' on recherche des sensibilites de mesure plus 
elevees, la luminometrie est p ref e renti ellement utilisee. 

5 L' etape d' ajustement de disinfection du procede 

selon 1' invention pent se fai re par suivi regulier de 
1' evolution du taux de microorganismes survivants (e.g. 
exprime en abattement, log d' abattement ou indice D) a 
1' aide des indicateurs enzymatiques ci-avant presentes, 
10 et cela jusqu'a obtention de I'objectif de disinfection 
fixi. 

L' etape d' ajustement de disinfection du procide 
selon 1’ invention peut egaJ.ement se fai re par ajout de 
1' iqui valent "dose de disinfectant (s ) " cor respondant a la 
15 diffirence entre le taux de microorganismes survivants 
vise (valeur consigne) et le taux de microorganismes 
ef fecti vement mesure sur ledit liquide, ichantillon de 
liquide, ou concentre, a une itape de ou apres 

disinf ecti on. 

20 Avantageus ement , ledit iqui valent dose de 

disinf ectant (s ) est tel que lu sur une courbe de 
rifirence reprisentant le taux de microorganismes 
cultivables en fonction de la dose de disinf ectant (s ) a 
laquelle ledit liquide est expos i. 

25 L' invention donne des risultats pa rti culi e rement 

avantageux pour des li guides cdmprenant des 
microorganismes choisis parmi le groupe const! tui 

notamment par le genre Escherichia ^ Alcaligenes , 
Bacillus , Flavohacterium, Methylohacterium, Pseudomonas ^ 
30 Klebsiella ^ Enterobacterium , Agrobacterium, 

Streptococcus , Micrococcus , Salmonella. 

, Le procedi de rigulation de la disinfection d' un 
liquide selon ■ 1' invention peut, de maniere 
pa rti culi i rement avantageuse, etre facilement automatisi 
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sur un precede de desinfection de liquide. Cent rai xement 
aux techniques de 1' art anterieur, le precede selen 
I'lnventien permet un controle micrebiolegique sur, 
a.is 0 a iTi6ttr6 0 n OGuvrs, 



ue 



mam ere 



prererenti elle. 



X0CLL z 



microorganismes survivants es t exprime en valeur 
d' abattement ( cencent rati on en microorganismes survivants 
rapportee a la concentration initiate en microorganismes 
survivants, telle que mesuree a ladite etape 1, de log 
d' abattement (-logic (abattement)) ou d' indice D (= log 
d' abattement) . Ledi t indice D cons tit ue egalement un 
indice de la qualite mi crobi ologi que du liquide 

considere. 



Ledit precede de regulation de la desinfection d' 



un 



liquide selon 1' invention considere, comme 
microorganismes survivants, ceux des microorganismes 
presents qui sont cultivables et/ou ceux des 

microorganismes presents qui ne sont pas cultivables mais 
qui sont viables. Dans le cas ou 1' on souhaite teni r 
compte a la fois des microorganismes cultivables et ' des 
microorganismes non cultivables mais viables, ledit 
systeme de reference met alors avantageus ement, pour 
chaque enzyme, ledit rapport entre activite propre et 
activate initiale en relation avec des valeurs de taux de 
microorganismes survivants resultant de 1' addition des 
valeurs de taux de microorganismes cultivables et des 
valeurs de taux de microorganismes non cultivables mais 
viables, tels que mesures a 1' aide des techniques 
classiques. 



Parmi lesdits agents chimiques ou physiques 
avantageus ement utilises pour ladite desinfection, 
peuvent etre cites le chlore et ses derives, les uv' 
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1' ozone, H 2 O 2 / les membranes filtrantes, la temperature, 
les ultra-sons, les rayonnements ionisants. 

D' autres ca racte ris ti ques et avantages de la 
5 presente invention apparaltront encore a travers les 
exemples ■ de realisation suivants, ■ donnes a tit re 
indicatif et non limitatifs. 

' Lesdits exemples tons reference aux figures 1, 2 et 

10 3 : 

La figure 1 represente le taux de bacteries 
Escherichia coli cuitivables (exprime en valeur 

d’ abattement par rapport a la population ini ti ale) en 
fonction de la concentration en chlore libre appliquee 
15 (mg/1). 

La figure 2 represente I'activite glucose-6- 

phosphate deshydrogenas e , (ZWF) , exprimee en % de 

I'activite maximale mesuree, en fonction du taux de 

bacteries cuitivables (exprime en valeurs d' abattement 
20 par rapport a la population mi crobi enne initials). 

La figure 3 represente I'activite glutathion 

reductase, exprimee en % de I'activite initials 

(maximale) mesuree, en fonction du taux de bacteries 

cuitivables (exprime en valeurs d' abattement par rapport 
25 a la population mi crobi enne maximale). 



Controls microbiologique d'une eau en 



desinfection destines a la consommation hiimaine . 



On cherche a determiner si des activites 

enzymatiques peuvent constituer un indicateur fiable du 
taux de microorganismes survivants dans un liquids en 
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desinfection tel qu'une eau destinee a la cons omitiat ion 
humai ne. 

Methodes et Resultats 
5 

A ce titre, on realise un inoculum par culture pure 
d Escherichia coli (souche MG1655 disponible aupres de 
I'Institut Pasteur) sur milieu nutritif a 25 ° C (milieu LB 
comprenant 10 g/1 de tryptone Bacto, 5 g/1 d' extrait de 
10 levure fecto, 10 g/1 de NaCl, pH ajuste a 7). Les 

bacreries sont recoltees en phase exponentielle de 
croissance par centrifugation puis lavees a I'aide d' un 
tampon phosphate (pH 7 ; 0,05 M) . Les culots sont remis 

en suspension (environ 5.10’ cellules/ml) dans des 
15 solutions de tampon phosphate (pH 7 ; 0,05 M) comprenant 

du chlore libre a differentes concentrations (de 0,0 a 
2,0 mg/1). Les differentes suspensions bacteriennes sont 
ensuite placees sous agitation a 25 ° C. Au bout de 2 0 min, 
on preleve alors pour analyses des echanti lions de ces 
20 suspensions bacteriennes (volume de 100 a 1 000 ml par 
activite enzymatique a mesurer). 

Pour chaque echantillon, on mesure en parallele le 
taux de microorganismes survivants et differentes 
activites enzymatiques selon les methodes suivantes. 

25 

Numeration des miciroorganismes survivants 

On compte, pour chaque echantillon de suspension 
bacterienne, le nombre de microorganismes -qui ont 
survecu, i.e. le nombre de bacteries cultivables et/ou le 
30 nombre de bacteries non cultivables mais viables. 

La numeration des microorganismes survivants peut se 
f ai re selon des techniques classiques connues de I'homme 
du metier : par example, par etalement sur un milieu 
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gelose tel qu' un milieu de TSA (Tryptic Soy Agar, Difco) 
pour la numeration des bacteries cultivables, et par la 
technique du C. T. C. pour la numeration des bacteries non 
cultivables mais viables (Schaule G. , Flemming H. C. et 
5 RLdgway H. F. 1993, Use of 5-cyano-2 ^ 3-ditolyl tetrazolium 
chloride for quantifying planktonic and sessile bacteria 
in drinking water, Appl. Environ. Microbiol. 59 : 3850- 

3857). 

A parti r du nombre moyen ni mesure, on calcule alors 
10 la concentration moyenne ( Ci ) en microorganismes 
survivants a chacune des doses i de chlore libre testee. 

u 

Chaque concent ration moyenne Ci en microorganismes 
survivants est alors exprimee relativement a la 
concentration maximale en microorganismes survivants 
15 telle que mesuree avant desinfection (concentration 

maximale . Dans le cas de la presente illustration, 

Cma.''. correspond a la concentration moyenne en 

microorganismes survivants telle que mesuree en 1' absence 
de chlore libre. Chaque C< est ainsi traduite en valeur 
20 d' abattement (ou d' elimination) a I'aide de la formula : 

abattement = C. / C^^,^ 
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Ce taux de microorganismes survivants 




represente egalement une mesure de ‘la qualite de 
desinfection. 

Les res ul tats des numerations de microorganismes 
cultivables sont illustres par la figure 1 ou est reporte 
le taux de bacteries E. coli cultivables en fonction de 
la dose en chlore libre subie. En ordonnee de la figure 
1, sont reportees les valeurs d' abattement (ou 
d' elimination) correspondent aux concentrations en 

microorganismes cultivables telles qu' obtenues par 
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numeration, et rapportees a la concentration maximale 
mesuree avant desinfection : 10" indique, une 

concentration en mi croorganismes cultivables egale a la 
concentration maximale mesuree ; 10'^ indique que la 

concentration en mi croorganismes cultivables a diminue 
d un facteur de 10, 10 - indique que la concentration en 

mi c roo rganis mes cultivables a diminue d* un facteur de 10~ 
etc. En abscisse de la figure 1, es t reportee la 
concentration initiate en chlore libre de la . suspension 
bacterienne correspondante. On precede a I'identique avec 
les resultats des numerations de mi croorganismes non 
cultivables mais viables, qui peuvent, si desire, etre 
additionnes aux resultats de numeration des 
mi croorganismes cultivables. 

Activates enzymatiques 

Parallelement a la numeration des mi croorganismes 
survivants ci-avant decrite, sont mesurees differentes 
activites enzymati ques . 

Sont ici plus pa rti culi erement reportees les 
experiences relatives a deux enzymes : la glucose- 6- 

phosphate deshydrogenas e (ci-apres designee ZWF) et la 
glutathion reductase. Ces enzymes sont communement 
presentes chez de nombreux mi c roo rganis mes , elles sont 
done susceptibles de pouvoi r representer 1' ensemble des 
populations mi c robi ennes ' presentes dans les suspensions 

et ainsi de donner I’.image resultante de la desinfection 
realis ee. 

Dans les experiences ici decrites, les bacteries en 
suspension sont a de trop faibles concentrations pour que 
leurs activites enzymatiques puissent etre correctement 
mesurees di rectement sur 1' echantillon liquide preleve 
sans concentration prealable. Les echantillons de 
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suspensions sont done ici filtres (membrane de 0,22 |rm) 
de maniere a en recolter les mi croo rganismes . Les 
microorganismes ' peuvent egalement etre recoltes par 
centrifugation a 3 000 g pendant 10 min a 4 ° C. 

5 Les etudes comparatives ■ menees montrent qu'il es t 

preferable de lyser les microorganismes prealablement a 
la mesure d' activites ZWF ou glutathion reductase. Les 

filtres (ou culot) sont done ici places dans un systeme 
permettant la lyse des microorganismes recoltes : 
10 prealablement a une mesure d'activite ZWF ou glutathion 

reductase, la lyse des microorganismes se fait de maniere 

pref e renti elle par une sonde a ultrasons (2 cycles de 30s 
sous ultra-sons et 30s en repos). On peut noter que, pour 
mesurer I'activite d' enzymes autres que ZWF ou glutathion 
15 reductase, telles que e.g. catalase ou superoxyde 

dismutase, la lyse prealable des microorganismes peut 
etre evitee en utilisant un substrat diffiosant tel que la 
lucigenine et le peroxyde d' hydrogene. 

20 Les differentes activites enzymatiques peuvent etre 

mesurees selon des techniques connues de 1’ homme du 
metier. Brievement, pour chaque activite enzymatique a 
mesurer, les microorganismes de chaque echantillon sont 
places en contact avec un substrat choisi de maniere a ce 
25 que 1' enzyme ciblee puisse catalyser sa transformation et 
a ce que cette transformation enzymatique puisse etre 
aisement suivie par les techniques analytiques classiques 
telles que spectrocolorimetrie, spect rofluorometrie, ou 
luminomet ri e pour lesquelles une automatis ation est 
0 realisable. 

Pour mesurer une activite glucos e-6-phosphate 
des hydrogenas e, on place les microorganismes de 
1' echanti lion en contact avec un substrat compose de 
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glucose-6-phosphate 0,6 mM et de nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate sous forme oxydee (NADP 0,2 mM) en 
presence d' une solution stabilisant le pH (ajout de 
tampon Tris pH 7,6 MgCl2 lOmM) . Ce substrat conduit, en 
5 presence de glucos e-6-phosphate deshydrogenas e, a la 
formation de nicotinamide adenine dinucleotide phosphate 
sous forme reduite (NADPH) dont on peut suivre 
1’ apparition par spect rocolorimetrie a la longueur d' onde 
de 340 nm (Fraenkel D. G. et Levisohn S. R 1967, Glucose 
10 and gluconate metabolism in an Escherichia coli mutant 

lacking phosphoglucose isomerase , J. feet 93 ; 1571- 
1578) . 
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Pour mesurer une activite glutathion reductase, on 
place les microorganismes de 1' echantillon en contact 
avec un substrat compose de nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate sous forme reduite (NADPH 0,2 mM) 
et de glutathion oxyde (disulfure de glutathion GS-SG 2,5 
itiM) en presence d' une solution stabilisant le pH (tampon 
phosphate 100 mM pH 7). Sous 1' action catalytique de la 
glutathion reductase, ce substrat es t trans forme en 
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate sous forme 
oxydee (IMADP) et en glutathion sous forme reduite (GSH). 
La disparition de N71DPH es t alors suivie au 
spectrocolorimetre a la longueur d' onde de 340 nm (Lopez- 
^rea J. et Lee C. Y. 1979, Mouse liver glutathione 
reductase : purification^ kinetics and regulation, Eur. J. 
H-Ochem. 98 : 487-499). 

Les mesures d'activites enzymatiques sont ici 
realisees a une temperature constante identique (25°C) a 

1' aide d’ un spect ropho tome t re PE PKIN-ELMER model e lambda 

1 . 



Ij3. 

demar rage 



valeur 
de la 



de densite optique mesuree avant 
reaction enzymatique consideree sert 



le 

de 



_9916896A1. K > 



30 




wo 99/16896 



17 



PCT/FR98/02045 



'■ k; 



"blanc de mesure". Les valeurs de densites optiques 
propres de chaque milieu reactionnel sent alors 
enregis trees au cours du temps. 

L' activite enzymatique propre de 1' echanti lion est 
5 ensuite calculee dans la partie lineaire de la courbe 
representant la densite optique propre observee apres la 
raise en contact du substrat avec 1' enzyme ciblee (par 
exemple, entre 5 min et 35 min). Le calcul de la pente de 
la courbe "densite optique propre de 1' echanti lion en 
10 fonction du temps" dans 1' intervalle de temps 5-35 min 
considere donne une valeur de cette variation de densite 
optique propre. 

Pour chaque enzyme, les activites enzymatiques 
propres mesurees aux diffe rentes doses de disinfectants 
15 (quantite de substrat consomme ou produit par unite de 
temps) sont chacune exprimees en % de la valeur ini ti ale 
d’ activite enregistree pour la meme enzyme, i.e. en % de 
la valeur d' activite mesuree, pour la meme enzyme, a la 
plus faible dose de disinfectant ; dans la prisente 
20 illustration, 1' activiti propre glucos e- 6-phosphate 
dishydroginas e (ZWF). et 1' activiti propre glutathion 
riductase des ichantillons sont exprimies en % de 
1' activiti propre glucos e- 6-phosphate dis hydroginas e 
(ZWF) et, respect! vement, glutathion riductase telle que 
25 mesurie pour les suspensions bactiriennes ne comportant 
pas de chlore libre (i.e. avant disinf ecti on) . Ce rapport 
entre activiti enzymatique propre du liquide a une itape 
du procidi de disinfection (i.e. en cours ou apres 
disinfection) et activite enzymatique propre de ce meme 
30 liquide avant disinfection est ici disigni activite 
enzymatique relative du liquide a ladite itape de 
disinfection. 
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Les activites enzymatiques relatives obtenues sont 
alors comparees aux mesures de numerations 
inicrobiologiques. Les resultats des numerations de 
microorganismes cultivables sont illustres par les 
figures 2 et 3. 

La figure 2 represente, en ordonnee, 1 ' activite 
glucos e- 6-phosphate des hydrogenas e (ZWF) mesuree, 
exprimee en % du maximum (activite initiate) d' activite 
enregistre, et, en absciss e, le nombre correspondant de 
E. cold, cultivables obtenu par numeration. 

La figure 3 represente, en ordonnee, 1 ' activite 
glutathion reductase mesuree, exprimee en % du maximum 
d' activite enregistre (activite initiate), et, en 
absciss e, le nombre correspondant de E. cold cultivables 
obtenu par numeration. 

En figure 2 tout comme en figure 3, le nombre de 
microorganismes survivants est exprime en fonction du log 
d abattement subi selon la formule suivante : 

log d' abattement = - loq,^ ( C-i / C 1 
ou Ci et sont tels que definis ci-avant. 

Si necessaire, les memes types de figures peuvent 
etre realisees en tenant compte des resultats des 
numerations de microorganismes non cultivables mais 
viables. 

En figure 2 tout comme en figure 3, les valeurs de 
log d’ abattement sont reportees sur 1' axe des abscisses 
de la maniere suivante : lE+00 represente un nombre de 

microorganismes cultivables egal au nombre maximal 
enregistre (suspension ne presentant pas de chlore libre) 

/ lE-01 represente un nombre de microorganismes 

cultivables egal au nombre maximal enregistre diminue 
d' un nombre de microorganismes correspondant a une valeur 
de log d' abattement de 1 ; lE-02 represente un nombre de 
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mi croorganismes cultivables egal au nombre maximal 
enregistre diminue d' un nombre de mi croorganismes 
correspondant a une valeur de log d' abattement de 2, et 
ainsi de suite jusqu'a lE-07 qui represente un nombre de 
5 mi croorganismes cultivables egal au nombre maximal 
enregistre diminue d' un nombre de mi croo rganismes 
correspondant a une valeur de log d' abattement de 7. 

On peut noter que cette valeur de log d' abattement 
constitue egalement un indice de la qualite 
10 microbiologi que du liquide considere, indice que nous 
nommons D. 

Les resultats obtenus montrent que le suivi de 
1' activite glucos e-6-phosphate des hydrogenas e (activite 
relative) est un indicateur repres entati f du nombre de 
15 mi croorganismes survivants pour une gamme d' echanti lions 
allant des echantillons de liquide n' ayant subi aucun 
traitement d' elimination des mi croo rganismes jusqu'aux 
echantillons de liquide presentant un log d' abattement 
(ou d’ elimination) inferieur ou egal a 3 environ. (cf. 
20 fi gure 2 ) . 

Les resultats obtenus montrent egalement que 

1' activite glutathion reductase (activite relative) est 
un indicateur rep res entati f du nombre de mi croorganismes 
survivants pour une gamme d' echanti lions de liquide 
25 presentant un log d’ abattement (ou d' elimination) compris 
entre 4 et 7 environ. (cf. figure 3). En effet, 

1' activite de la glutathion reductase n'est pas 

si gni fi cati vement affectee avant que ne soient attaints 4 
log d' abattement. Une proportionnali te significative 
entre activite relative et log d' abattement n'est 

observee, pour cette enzyme, que sur la zone des log 
d' abattement compris entre 4 et 7 environ. 
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De mam ere similaire, nous avons pu demontrer que 
I'activite (relative) superoxyde dismutase .(mesures en 
luminometrie a 1' aide de lucigenine) es t un indicateur 
representati f du nombre de mi croorganismes survivants 
pour une gamme d' echanti lions de liquide presentant un 
log d abattement (ou d' elimination) compris entre 3 et 6 
environ. Les superoxydes dismutases et les catalases 
presentent de plus 1' avantage de ne pas necessiter de 
traitement de lyse : la mesure de leur activite peut etre 

realisee sur un substrat diffusant tel que la lucigenine, 
ou respectivement le peroxyde d' hydrogene, pax 
luminometrie. 

Les differentes enzymes testees ne couvrent done pas 
les memes domaines de sensibilite : I'activite relative 

de la glucose- 6-phosphate deshydrogenase (ZWF) est un 
indicateur representati f du nombre de mi croorganismes 
survivants (log d' abattement) dans des echantillons de 
liquide n' ayant subi que de faibles diminutions relatives 
de populations mi c robi ennes , I'activite relative de la 
superoxyde dismutase et de la glutathion reductase sont 
des indicateurs repres entati fs du nombre de 
mi croorganismes survivants (log d' abattement) dans des 
echantillons de liquide ayant subi des diminutions 
relatives de populations microbi ennes moyennes S fortes. 

Les memes types de gammes de sensibilite 

(proportionnalite entre activite relative et log 
d abattement pour certaines zones de valeurs de log 
d' abattement) ont pu etre observes en mesurant 1' activite 
relative de la malate deshydrogenase, la glyceraldehyde- 
3-phosphate deshydrogenase, les catalases (soit par 

mesure de la consommation de peroxyde d' hydrogene a 240 
nm dans une solution tamponnee a pH 7 soit par 
chimiolumines cence) . L' homme du metier 
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d' autres examples d' enzymes et de protocoles de mesure 
d’activites enzymatiques dans differents ouvxages de 
reference tels que : Oxidative stress and the molecular 

biology of antioxidant defenses , 1997, Cold Spring Harbor 

5 Laboratory Press 0-87969-502-1/97 ; Lehninger 1977, 

Rochimie, Flammarion ISH4 2-25 7-25 009-5 ; Methods in 

Enzymology, Academic Press Inc., e.g. volumes I-XLI-XLII- 
89-105 et 234. 

Toute enzyme pour laquelle une proportionnali te 
10 significative (pente' significative, par exemple 
inferieure a -0,2) entre activite relative et log 
d' abattement peut etre mise en evidence, par exemple en 
suivant le protocols ci-dessus decrit, constitue un 
indicateur fiable selon 1' invention. 

15 Les memes types de gammes de sensibilite enzymatique 

peuvent etre obtenus en appli quant aux suspensions de E. 
coli non pas des doses croiss antes de chlore mais des 
doses croiss antes en ozone ou des doses croiss antes en 
UV. 

20 

Discussion 

II apparalt done que la mesure d' activites 
enzymatiques permet de suivre 1' evolution des populations 
•25 microbiennes dans un liquide en des infection. Ces 

differents indicateurs enzymatiques de survie microbienne 
permettent de rendre compte de la total! te des 

populations microbiennes ; microorganismes cultivables et 
mi croorganismes non cultivables mais viables. 

30 On peut par exemple suivre 1’ activite relative ZWF 

pour des log d' abattement inferieurs a 3, et 1' activite 
relative glutathion reductase pour des log d' abattement 
superieurs a 4. Dans le cas ou une mesure precise d' un 
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log d' abattement compris entre 3 et 4 est requise, on 
peut alors par example mesurer une activite relative 
superoxyde dismutase. 

Dans le cas ou la desinfection effectuee n' a pas a 
5 condui re a des log d' abattement superieurs a 6, on peut 
alors soit simplement suivre 1' activite relative 
superoxyde dismutase, qui ne commence ra a repondre qu' a 
partir de log d' abattement superieurs a 3, soit suivre 
1' activite relative ZWF jusqu' aux log d' abattement de 3, 
10 puis 1' activite relative superoxyde dismutase au-dela. 



15 



20 



25 



Les differents types d' indi cateurs enzymatiques de 
survie microbienne ci-avant pres antes permettent done de 
connaltre la valeur de log d' abattement du li guide 
controle, et par la meme, son indice D de qualite 
microbiologique, sa valeur d' abattement, et le nombre de 
microorganismes qui y survivent. I Is donnent done in fine 
une mesure de la vitesse et de I'efficacite du precede de 
des i nf ecti on applique. 

Si le nombre de microorganismes survivants dans le 
Ixquide controle (e.g. exprime sous la forme d' un log 
d abattement ou indice de qualite de desinfection) ne 
correspond pas a I'objectif de desinfection fixe (e.g. 
valeur consigne du log d' abattement ou de qualite de 
desinfection), la dose de desinfectant (s ) appliquee audit 
li guide (e.g. la concent ration en chlore libre, en ozone, 
la dose d' U. V. , de temperature, d’ ultra-sons , de 
rayonnements ionisants) peut etre ajustee en consequence. 

Cette augmentation ou diminution de la dose de 
desinfectant (s ) peut se faire en suivant de maniere 
reguliere 1' evolution du nombre de microorganismes 
survivants (log d' abattement) a 1' aide des indicateurs 
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enzymatiques ci-avant presentes et cela jusqu'a obtention 
de 1' object! f de desinfection fixe. 

L' ajustement de la dose de desinfectant {s ) peut 
egalement se fai re a 1' aide de courbes de reference pre- 
5 etablies sur un echantillon dudit liquide representant le 
taux de’ itiicrorganismes survivants, e.g. exprime en 
valeurs de log d' abattement, en fonction de la dose de 
desinfectant (s ) appliquee (e.g. doses croissantes de 
chlore libre, d' ozone, d' U. V. , de temperature ultra-sons, 
10 rayonnements ionisants). 

De telles courbes de reference permettent de lire 
les valeurs de doses de desinfectant (s ) equivalentes 
res pecti vement au taux mesure et taux desire de 
mi croorganismes survivants tels qu' obtenus a 1' aide des 
15 indicateurs enzymatiques ci-avant presentes. II suffit 
alors d' augmenter ou de diminuer la dose de 
desinfectant (s ) appliquee au liquide controle de la 
difference lue entre ces equivalents doses de 
desinfectant (s ) . 

20 De telles courbes de reference peuvent par example 

etre obtenues en denombrant les mi croorganismes 

survivants dans un echantillon dudit liquide expose a 

des doses croissantes de desinfection (e.g. 
concentrations croissantes en chlore libre, en ozone, 
25 doses croissantes en U. V. de rayonnements ionisants, 

d' ultra-sons , valeurs croissantes de temperature). 

Le precede de regulation de la desinfection d' un 
liquide selon 1' invention permet done, a 1' aide de 
mesures d' activites enzymatiques, de controler de maniere 
30 complete, simple et rapide (moins d' une heure) la 

desinfection d' un liquide, et cela quel que soit 1' etat 
physiologique ou I'identite des mi croorganismes qui y 

survivent. Le precede de regulation de la desinfection 
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d' un liquide selon 1' invention presente de plus 
1 avantage particulier d'etre aisement automatisable, 
contrai rement aux precedes mettant en oeuvre les 
techniques de microscopies ou de cultures 
.5 raicrobiologiques . 

II demeure bien entendu que la presente invention 
n'est pas limitee aux examples de realisation decrits et 
representes ci-dessus, mais qu' elle en englobe toutes les 
10 variantes. C es t ainsi que notamment les mesures 
d' actxvites enzymatiques peuvent etre realisees par des 

techniques analytiques autres que celles ci-dessus 

luenti onnees . 
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RE VEND I CAT I ONS 



1. Procede de regulation de la desinfection d' un 
5 liquide, caracterise en ce qu' i 1 comprend : 

A. a une etape de ladite desinfection ci-apres 
designee etape 2, la mesure de 1' activite d' au moins une 
enzyme par raise en contact des microorganismes 
eventuelleraent presents dans ledit liquide avec un 
10 substrat choisi corame etant capable de reveler 1' activite 
de cette ou ces enzyme (s ) , cette activite enzymatique 

etant ci-apres nominee activite propre, 

E a une etape ci-apres designee etape 1, anterieure 
a ladite etape 2, la mesure de 1' activite de la ou des 

15 meme (s ) enzyme (s ) qu' en A, cette activite etant ci-apres 

nommee activite ini ti ale, 

C. la traduction, pour cheque enzyme, desdites 
activite propre et activite initiale, en taux de 

microorganismes survivants dans le ledit liquide a 
20 1' etape 2 de ladite desinfection, et cela par 

1' intermediai re d' un systeme de reference, pre-etabli a 
1' aide d' un echantillon dudit liquide preleve a ladite 
etape 1 puis expose a des doses de disinfectant (s ) 
croissantes, ainsi que 

25 D. 1' ajustement, en fonction dudit taux de 

microorganismes survivants, de la nature et/ou des doses 
du (des) agent (s ) chimique(s) ou physique (s) utilise(s) 
pour ladite desinfection. 

30 2. Procede selon la revendi cati on 1, caracterise en 

ce que ladite etape 1 correspond a une etape avant 
desinfection dudit liquide et en ce que ladite etape 2 
correspond a une etape quelconque de ladite desinfection. 
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3. Precede selon la revendi cation i 
caracterise en ce que ledit liquide es t un liquide 
destine a etre en contact avec un homme ou un animal tel 
qu' une eau de baignade, une eau destinee 
cons oitunati on, une eau destinee a des 
pharmaceutiques ou bi otechnologi ques , ou 
alixnentai re. 



ou 



a la 
preparations 
un liquide 



4. Precede selon 1' une quelconque des revendi cati ons 
^ ‘^^^acterise en ce que ladite raise en contact des 

microorganismes eventuellement presents dans ledit 

liquide avec ledit substrat es t realisee par raise en 
contact dudit liquide ou d' un echantillon dudi t liquide 
avec ledit substrat. 

15 

5. Proced^^ selon 1' une quelconque des revendi cati ons 

l a 4, caracterisa en ce que ladite mise en contact des 
xtiicroorganisiaes eventuellement presents dans ledit 

liquide, ou echantillon de liquide, avec ledit substrat 

20 est realisee par raise en contact d' un filtrat, ou d' un 
culot de centrifugation, dudit liquide ou echantillon de 
li qui de , avec ledi t s ubs t rat. 

6. Precede selon 1' une quelconque des revendi cati ons 

^ ^ caracterise en ce que ledit liquide, echantillon 
de liquide, ou concentre, subissent, prealablement 

auxdites mesures de 1' activite d' au moins une enzyme, un 
traitement de lyse, notamment par sonication. 

P4:ocede selon 1' une quelconque des revendi cations 
1 a 6, caracterise en ce que la ou les enzyme (s ) dont la 
(ou les) activite (s) est (sont) mesuree(s) presente (ent) 
,dans ledit liquide, echantillon de liquide, ou 

concentre, un rapport entre activite propre et activite 
35 initiate en relation affine, et avec une pente 
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signi ficativement differente de zero, pref e renti ellement 
inferieure a -0,2, avec le taux de microorganisir.es 
survivants sur au moins une zone de valeurs desdits taux 
de mi c roo rganismes survivants. 

5 

8. Procede selon .1' une quelconque des revendi cati ons 
1 a 7, caracterise en ce que la ou au moins une des 
enzyme (s ) dont la (ou les ) activite(s) est (sont) 
mesuree(s) est une glucos e- 6-phos phate deshydrogenas e, 

10 une malate deshydrogenas e, une glyceraldehyde-3-phosphate 
deshydrogenas e, une catalase, une superoxyde dismutase, 
ou une glutathion reductase. 

9. Procede selon 1' une quelconque des revendi cati ons 

15 1 a 8, caracterise en ce que lesdites lesdites mesures 

d' activite propre et d' activite initials sont faites a 
1' aide d' un spect rophotomet re., d' un spectrofluoromet re, 
ou d' un luminometre presentant eventuellement plusieurs 
canaux d' analyse. 

20 

10. Procede selon 1' une quelconque des 

revendi cations 1 a 9, caracterise en ce que ladite 

traduction en taux de mi c roo rganismes survivants a 1' aide 
dudit systeme de reference comp rend, pour chaque enzyme, 

25 le calcul du rapport entre activite propre et activite 

initials, eventuellement exprime en pourcentage. 



11. Procede selon 1' une quelconque des 
revendi cations 1 a 10, caracterise en ce que ledit 
30 systeme de reference se presente sous une forme graphique 
telle qu' une ou plusieurs courbe (s ) mettant, pour chaque 
enzyme, ledit rapport entre activite propre et activite 
initials en relation avec des valeurs de taux de 
mi c roo rganismes survivants. 

35 
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12. Precede selon 1' une quelconque des 
revendi cations 9 a 11, caracterise en ce que lesdites 
mesures spect rometriques sont realisees pour chaque 
activite enzymatique mesuree, a temperature constante, 
notamment a 25 ° C, et a longueur d' onde constante 

notamment a une longueur d' onde comprise entre 240 et 550 
nm, par example a 340 nm. 



13. Precede 
10 revendi cations 9 a 

mesures spect rometriques 

contxnue ou discrete sur un intervalle de temps de 30 min 
envi ron. 



selon 1' une quelconque des 
12, caracterise en ce que lesdites 
sont realisees de maniere 



15 



20 



25 



30 



14. Precede selon 1' une quelconque des 
revendi cations 1 a 13, caracterise en ce que ledit 
ajustement des doses du (des) agent (s ) chimique(s) ou 
physique(s) se fait par ajout de 1' equivalent "dose de 
desinf ectant (s ) " correspondent a la difference entre le 
taux de mi croo rganismes survivants vise et le taux de 
microorganismes mesure sur ledit liquide, echantillon de 
liquide, ou concentre- 

15. Precede selon la revendi cation 14, caracterise 
en ce que ledit equivalent dose de desinf ectant (s ) es t 
tel que lu sur une courbe de reference representant le 
taux de microorganismes survivants en fonction de la dose 
de desinf ectant (s ) a laquelle ledit liquide est expose. 



16. Pro cede 

revendi cations 1 a 



selon 1' une quelconque des 
15, caracterise en ce que ledit 
licjuide comp rend des microorganismes choisis parmi le 
groupe constitu^ par le genre Escherichia^ Alcaligenes , 
Bacillus^ Flavohacterium, Methylohacterium, Pseudomonas, 
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Klebsiella / Enterchacterium ^ Agrobacterium, 

Streptococcus , Micrococcus , Salmonella. 

17. Procede selon 1' une quelconque des 

5 re vend! cations 1 a 16, caracterise en ce qu' il est 

automatise sur un procede de disinfection de liquide. 

18. Procede selon 1' une quelconque des 

revendi cations 1 a 17, caracterise en ce que ledit taux 

10 de microorganismes survivants est exprime en valeur 
d' abattement (concentration en microorganismes survivants 
rapportee a la concentration initiale en microorganismes 
survivants, telle que mesuree a ladite etape 1, de log 
d' abattement {-logic (abattement)) ou d' indice D (= log 

15 d' abattement) . 

19. Procede selon 1' une quelconque des 

revendi cations 1 a 18, caracterise en ce^ que lesdits 
microorganismes survivants sont des microorganismes 

20 cultivables et/ou des microorganismes non cultivables 
mais viables. 



25 



20. Procede selon 1' une 
revendi cati ons 1 a 19, caracterise 
agents chimiques ou physiques 
disinfection sont choisis parmi le 
le chlore et ses derives, les UV, 
membranes filtrantes, la temperature, 
rayonnements ionisants. 



quelconque des 
en ce que lesdits 
utilises pour la 
groupe constitue par 
1' ozone, H 2 O 2 , les 
les ultra-sons, les 
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